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mostos  se  transforma  en  ácido  láctico,  lo  que  mejora  el  gusto  del  vino.  Además  de  estos 
microorganismos beneficiosos  también  se pueden  encontrar microorganismos perjudiciales que 
dan lugar a alteraciones, como son algunas levaduras y LAB, y las bacterias acéticas (AAB). 







sobre  todo  de  aquellos  que  producen  alteraciones.  Las metodologías moleculares  que  se  han 
desarrollado en los últimos años permiten conseguir resultados en tiempos considerablemente más 
cortos, son más sensible y más específicos que los métodos clásicos, aunque algunos de ellos, como 









y  cuantificar microrganismos  relacionados  con  el  vino  (levaduras,  bacterias  lácticas  y  bacterias 






























cuantificaciones de microorganismos obtenidas por qPCR  a partir de  células  enteras  y del DNA 
extraído  a  partir  de  esas  células.  Los  resultados mostraron  que  el método  era menos  sensible 












muestra añadida en 5  veces a  cada  reacción de amplificación.  Los  resultados mostraron que el 
aumento de volumen de la muestra añadida aumentó la sensibilidad del método de Cells‐qPCR, ya 














el efecto del  lavado previo de  las células con tampón de  lavado TEN suplementado con polivinil 
pirrolidona  (PVP).  Para  ello,  se  compararon  las  rectas  patrón  obtenidas  con  concentraciones 
celulares entre 102 y 108 células/mL suspendidas en mosto y vino tintos, amplificadas después de un 
lavado con tampón TEN o amplificadas después de un lavado con tampón TEN suplementado con 






















los valores de Ct y  las concentraciones de células enteras, y se compararon  las eficiencias de  las 
rectas patrón obtenidas con células enteras y con DNA extraído, a partir de las propias células, en 
los diferentes tipos de matrices (medio de cultivo, mostos y vinos blancos y tintos). Los valores de 









efecto de  la rotura enzimática y de  la rotura mecánica de  la pared de  las células de  levaduras, L. 
plantarum y O. oeni, previa a la reacción de Cells‐qPCR. Se compararon las rectas patrón construidas 




mecánica).  La  lisis  enzimática de  levaduras  se  llevó  a  cabo  con  zimoliasa  y  la de  bacterias  con 
lisozima. El análisis de las rectas patrón reveló que la lisis enzimática no permitía la discriminación 















alterante  aislada  frecuentemente  en  mostos  concentrados.  La  construcción  de  rectas  patrón 
demostró que con el procedimiento de  lisis mecánica se  lograba cuantificar un  rango de células 
desde 102 hasta 106 células/mL y con coeficientes de correlación (R2) superiores a 0.99. Sin embargo, 
la  lisis mecánica no  aporto ninguna mejora  en  el  caso de  las  células  de O.  oeni,  ya que  los Ct 
obtenidos eran similares a los obtenidos con células enteras. 
De manera resumida, los resultados obtenidos demostraron que la lisis mecánica de las células 






cuantificación de  células  lisadas mecánicamente de  levaduras  (B. bruxellensis, S.  cerevisiae, y Z. 
bailii)  y  de  L.  plantarum  en mostos  de  uva  y  vinos  blancos  y  tintos.  Los  resultados  obtenidos 












inhibir  la  reacción  de  PCR,  como  etanol,  taninos,  polisacáridos,  y  polifenoles.  Por  ello,  con  la 
intención de  evaluar  si  la matriz  influía  en  la  cuantificación de  células mediante Cells‐qPCR,  se 
compararon, para cada especie, las rectas patrón y respectivas eficiencias obtenidas en cada matriz. 












contaminadas  con  105  células/mL  de  otras  bacterias  lácticas  o  levaduras.  Para  levaduras  y  L. 
plantarum  se  llevaron a cabo experimentos paralelos utilizando células enteras y células  lisadas 
mecánicamente. Los resultados obtenidos mostraron que la presencia de otros microrganismos no 
























totales  independientemente  de  si  éstos  están  vivos  o muertos.  Es  importante  por  tanto, 
distinguir entre células vivas y muertas para determinar el número de células activas en ese 
vino,  es decir,  el  riesgo microbiológico potencial de  sufrir  alteraciones.  La  incorporación de 
















detectar  y  cuantificar  células  vivas  y  muertas  a  partir  de  medio  de  cultivo.  Para  ello,  se 
construyeron  rectas  patrón  aplicando  esta  técnica  a  suspensiones  celulares  de  diferentes 
concentraciones de células, tanto vivas como muertas, y obteniendo el respectivo valor de Ct 
para  las mismas.  Los  resultados  obtenidos  confirmaron  la  posibilidad  de  discriminar  entre 
células vivas y muertas mediante PMA‐Cells‐qPCR, y además demostraron que permiten una 
buena  cuantificación  en  el  rango  de  concentraciones  entre  103  y  106  células/mL  para  B. 
bruxellensis, entre 102 y 106 células/mL para S. cerevisiae, y entre 103 y 108 células/mL para O. 
oeni. En el caso de L. plantarum, se observó que células muertas amplificaban. Este resultado 





con  diferentes  concentraciones  de  células,  tanto  vivas  como  muertas.  En  el  caso  de  las 
levaduras,  la  sensibilidad  del  método  fue  similar  a  la  obtenida  en  medio  de  cultivo,  no 






El  LAMP  es  un  método  molecular  novedoso  que  permite  la  amplificación  de  DNA  en 




























resultados  mostraron  que  las  muestras  que  contenían  células  enteras  de  estas  dos  especies 
suspendidas en mostos y vinos blancos y tintos dieron lugar a la aparición de turbidez y de bandas 
de amplificación, pero no en muestras que no contenían células de las especies diana. Por lo tanto, 


























obtener curvas de  fusión específicas con ninguna de  las dos especies)  lo que demostró  falta de 










células  totales  (Cells‐qPCR, Cells‐qLAMP), como de células viables y muertas  (PMA‐Cells‐
qPCR), directamente a partir de mostos y vinos. 
 
2. Se han utilizado  sondas  específicas,  ya  descritas  en bibliografía o desarrolladas  en  este 
trabajo para detectar y cuantificar levaduras y bacterias acéticas totales propias del vino, y, 
















en  el  caso  de  los  vinos  tintos,  donde  se  encuentran  polifenoles  y  etanol,  descritos 













8. Las  metodologías  desarrolladas  son  económicas,  y  rápidas  y  presentan  una  elevada 
sensibilidad y especificidad. Sin embargo, se requiere la adquisición de un aparato de PCR 
























































Wine  is produced  through a  complex biochemical process  involving  interactions between 
fungi, yeasts, lactic acid bacteria (LAB) and acetic acid bacteria (AAB) which start in the vineyard and 



























































Yeasts are widespread  in  the natural world. They can be  found  in  flowers, plant  leaves, 
fruits,  soil  and  water  (Walker,  1998).  Yeasts  have  a  wide‐ranging  fundamental  and  industrial 
importance in science, food, medical, and agricultural disciplines. Traditional industrial attributes of 
yeasts allow  their primary  roles  in many  food  fermentations  such as beers,  ciders, wines,  sake, 














Yeasts were  traditionally  characterized,  classified,  and  identified  by morphological  and 
physiological criteria. The first classifications were based on the phenotypic differences between 
yeasts: cell shape and size, spore formation, cultural characters, fermentation and assimilation of 




for  taxonomic  purposes,  the  exploration  of  phylogenetic  relationships  among  yeasts  became 












According  to  their  characteristics  of  sexual  reproduction  (teleomorph  state),  yeasts  are 
divided into three classes of fungi, Ascomycetes, Basidiomycetes, and Deuteromycetes (imperfect 
fungi). Wine‐related yeasts, belonging  to Ascomycetes and Basidiomycetes  classes,  can multiply 
either asexually by vegetative multiplication or sexually by forming ascospores and basidiospores 
respectively (Ribéreau‐Gayon et al., 2000b). 
Of  the 100 yeast genera  representing more  than 700  species, over 20 yeast genera are 
associated with winemaking: Aureobasidium, Auriculibuller, Brettanomyces (teleomorph Dekkera), 
Bulleromyces,  Candida,  Cryptococcus,  Debaryomyces,  Hanseniaspora  (teleomorph  Kloeckera), 




















and  Rhodotorula,  giving  way,  as  the  fruit  ripens,  to  the  ascomycete  yeasts,  particularly 
Hanseniaspora, Metschnikowia, and Candida. The berry damage that occurs later in ripening due to 




In grape  fermentations, one may  inoculate with  selected yeast or  let  to  ferment by  the 
native microbiota  present  on  the  grape  and  in  the winery.  In  either  case,  the  fermentation  is 
eventually  dominated  by  Saccharomyces,  mainly  S.  cerevisiae,  and  the  related  species 
Saccharomyces bayanus. Despite S. cerevisiae  is  the predominant yeast  in winemaking,  it  is not 
prevalent on wine grapes. Generally,  its  contribution  to microbe population  is  less  than 10‐100 
CFU/g (Fleet, 2003; Ribéreau‐Gayon et al., 2000b). It is well known that non‐Saccharomyces species 
(especially  species of Hanseniaspora,  Candida,  Pichia,  and Metschnikowia)  initiate  spontaneous 










During  the  final  part  of  AF  (the  yeast  decline  phase),  the  population  of  S.  cerevisiae 
progressively  decreases  while  still  remaining  above  106  cells/mL.  In  favourable  winemaking 






transform an acidic,  sweet,  low  flavored  grape must  into a distinctive, highly  flavored  alcoholic 
beverage (Ugliano and Henschke, 2009). They do this by several mechanisms: (i) utilizing grape must 
constituents,  (ii)  producing  ethanol  and  other  solvents  that  help  to  extract  flavour  and  colour 
components from grape solids, (iii) producing enzymes that transform neutral grape compounds 






esters  and,  to  a  lesser  extent,  aldehydes  (Lambrechts  and  Pretorius,  2000).  Nonetheless,  it  is 




Regarding  Saccharomyces  genus,  from  the  seven  described  species  (S.  bayanus, 


















either  these  two stages can alter  the chemical composition of wine, detracting  from  its sensory 





Pichia  anomala, Metschnikowia  pulcherrima  and Hanseniaspora  uvarum  (teleomorph  Kloeckera 
apiculata) are known for producing high levels of ethyl acetate and acetic acid before and during 
initial  fermentation  steps,  leading  to  serious  wine  deterioration.  Although  these  species  are 
common winery contaminants, their activity is especially dangerous when associated with damaged 
berries, which  encourage  their  growth,  leading  to  high  initial  populations  at  the  beginning  of 
fermentation (Loureiro and Malfeito‐Ferreira, 2003). 
During bulk storage in tanks and barrels, the wine that is exposed to air, as in incompletely 



















bruxellensis  and  Zygosaccharomyces  bailii  (Loureiro  and  Malfeito‐Ferreira,  2003;  Thomas  and 
Davenport, 1985; Wedral et al., 2010; Zuehlke et al., 2013). Despite the hostile environment of wine 
for most microorganisms given its high concentrations of ethanol, acid pH, the presence of SO2, cool 


































Zygosaccharomyces  kombuchaenis,  Zygosaccharomyces  lentus,  Zygosaccharomyces  mellis,  and 
Zygosaccharomyces  rouxii),  Z.  bailii,  Z.  bisporous,  and  Z.  rouxii,  have  been  associated with  the 
spoilage  of  grape must,  grape  juice  concentrate,  and wine.  Nevertheless,  Z.  bailii  is  the most 
frequently isolated species (Zuehlke et al., 2013). Zygosaccharomyces has spherical, cylindrical, or 
ellipsoidal  shape,  its  size  varies  between  3‐9  µm wide  and  3‐13  µm  long,  and  reproduces  by 
multilateral budding. Typical colony morphology has been described as smooth, convex, and white 
to  cream  in  colour  (Zuehlke  et  al.,  2013).  Z.  bailii  spoilage  activity manifest  as  carbon  dioxide 
production within sealed containers of grape juice concentrate or sweetened wine, and the risks of 
infections are exacerbated if the room temperature is used for storage concentrate juice rather than 







In  general,  LAB  are  widespread  in  habitats  with  a  rich  nutrition  supply.  They  exist  in 





beverages, plants, water, and  in human and animal  cavities  (König and Fröhlich, 2009).  In wine 





(De  Vos,  2011).  From  the  six  families  belonging  to  the  order  Lactobacillales,  only  two 
(Lactobacillaceae and Leuconostocaceae) are typically associated with grape and wine. According to 





used  as  classification  criteria  to  allocate  LAB  to  genera. More  recently, with  the  application  of 




genera  are,  the morphology, mode  of  sugar  fermentation,  growth  at  different  temperatures, 
configuration of the lactic acid isomer from glucose, ability to grow at high salt concentrations, acid 
or alkaline tolerance and chemotaxonomic markers such as fatty acid composition and constituents 
of  the  cell  wall  (Axelsson,  2004).  For  grape  and  wine  associated  LAB  genera,  the  differential 
physiological and biochemical characters are shown in Table 1. 
LAB are Gram positive, non‐spore forming, aero‐tolerant, acid‐tolerant, organotrophic, and 
strictly  fermentative  rods  or  cocci  producing  lactic  acid  as  a major  catabolic  end  product  from 








heterofermentative  or  facultative  heterofermentative.  The  strictly  homofermentative  species, 
produce  lactic  acid  as  the  sole  end product of hexose  fermentation by  the  Embden‐Meyerhoff 
pathway.  The  facultative  heterofermentative  species,  ferment both  hexoses  and  pentoses.  The 
hexoses are  fermented from the same pathway than strictly homofermentative species, and the 
pentoses  are  fermented  into  lactic  and  acetic  acid  by  heterofermentative  pentose  phosphate 
pathway.  The  strictly  heterofermentative  bacteria  do  not possess  the  fructose  1,6‐diphosphate 
aldolase that is characteristic of the Embden‐Meyerhoff pathway. They ferment glucose into CO2, 
lactic and acetic acid, and ethanol by the pentose phosphate pathway, and pentose into lactic and 



























CO2 from glucose  +/‐  ‐  +  +  + 
Lactic acid isomer 
from glucose 
D/L/DL  DL/L  D  D  D/DL 
Hydrolysis of arginine  +/‐  +/‐  ‐  +/‐  +/‐ 
Dextran from sucrose  +/‐  +/‐  +/‐  ‐  +/‐ 












species  escalated  to  224,  with  29  subspecies  (Euzéby,  1997‐2017).  Out  of  253  described 
species/subspecies,  at  least  18  have  been  isolated  from  grapes,  grape  musts  and  wines 




















More  recently, other  two  species have been described as Oenococcus. Therefore,  three  species 
belong  to  this genus, O. oeni, Oenococcus kitaharae  (isolated  from a composting distilled  sochu 















of  the winemaking  process  and  environmental  conditions  (Ribéreau‐Gayon  et  al.,  2006c).  The 
evolution of LAB population in the production of wines that require MLF is shown in Figure 2. 
 
Figure  2‐Evolution  of  lactic  acid  bacteria  population  during  alcoholic  and malolactic  fermentation 
(adapted from Ribéreau‐Gayon et al. (2006c)). 






















which  is  followed by  the  active  growth  phase. During  the  active  growth phase,  the population 
increases  to  106  CFU/mL,  and  the MLF will  commence when  the  total  population  exceeds  106 
CFU/mL  and  sufficient  biomass  is  achieved.  During  this  stage,  the  temperature  is  essential  in 











green  taste  of malic  acid  is  replaced  by  the  less  aggressive  and milder  taste  of  lactic  acid,  an 
improved  and  softer mouthfeel  can  be  expected  (du  Toit  et  al.,  2011;  Lonvaud‐Funel,  1999; 
Ribéreau‐Gayon  et  al.,  2000a).  Several wine  LAB  strains,  belonging  to  the  genera Oenococcus, 
Leuconostoc,  Lactobacillus,  and  Pediococcus  have  the  ability  to  decarboxylate  L‐malic  acid  into 






and  Oenococcus)  and  facultative  lactobacilli  (L.  plantarum  and  L.  casei).  The  most  important 
metabolite of citric acid metabolism is diacetyl, which in wine is perceived as buttery, nutty and/or 


































degradation of glycerol by  certain bacterial  strains, mainly  Lactobacillus  sp., harms wine quality 
producing bitterness  in wine. The bitter  taste  is thought to result  from the  reaction of red wine 
phenolics with acrolein. This type of wine spoilage is often referred to as “amertume” (Bartowsky, 
2009; du Toit et al., 2011). 
Organic  acids  in  wine,  primarily  citric,  tartaric  and  sorbic  acid  (when  added),  can  be 
metabolized by certain LAB to affect the wine quality to a degree that the wine is considered spoiled. 
Diacetyl  is  an  intermediate  compound  of  citric  acid metabolism  and  can  add  pleasant 






acid,  lactic  acid,  and  succinic  acid, which might decrease  fixed  acidity  and  increase  the  volatile 
acidity, giving rise to an unacceptable wine. The degradation can be total or partial, depending on 
the  level  of  bacterial  development,  but  it  always  lowers wine  quality.  This  spoilage  is  named 
“tourne” disease (Ribéreau‐Gayon et al., 2000a). 








The metabolism  lysine  and  ornithine  amino  acids  can  lead  to  the  formation  of  several 

















Ethyl  carbamate  is  known  as  a  possible  carcinogen.  It  is  formed  through  the  chemical 
reaction of ethanol and an ethyl carbamate precursor, such as citrulline and carbamyl phosphate 
(produced from arginine breakdown by LAB) or urea (produced from arginine breakdown by yeasts) 





AAB  are  widespread  in  nature  and  are  commonly  found  in  alcohol  and  sugar‐rich 
environments as vinegar, wine, beer, cocoa, fruits, flowers and honey (Guillamón and Mas, 2005). 










AAB  belong  to  the  family  Acetobacteraceae,  order  Rhodospirillales,  class 
Alphaproteobacteria, phylum Proteobacteria and domain Bacteria (Brenner et al., 2005). 
The taxonomy of AAB has undergone many changes the last 30‐40 years, and it has not been 
fully  established  yet.  The  reasons  for  this  taxonomic  uncertainty  are  both  due  to  the  limited 
knowledge of  the AAB phylogenesis  and  isolation,  identification  and preservation difficulties of 
these bacterial organisms (Sengun and Karabiyikli, 2011). The early classification systems for AAB 
were based on morphological and biochemical  characteristics. Recently,  in accordance with  the 

























motility  are  some  of  physiological  and  biochemical  tests  used  to  differentiate  the  AAB  genera 
(Sievers and Swings, 2005). For grape and wine associated AAB genera, the differential physiological 
and biochemical characters are shown in Table 2. 
Table  2‐  Differential  characters  of  grape/wine‐related  acetic  acid  bacteria  genera  (adapted 
from(Bartowsky and Henschke, 2008; Cleenwerck and De Vos, 2008). 




























































































Ubiquinone Type  Q9  Q10  Q10  Q10 











most  frequently  found  in  grape  must  and  wine  (Ribéreau‐Gayon  et  al.,  2006a).  Although, 









in  the  vineyard, must  preparation,  AF, MLF,  the  ageing  phase  and  packaging  (Bartowsky  and 
Henschke, 2008). The factors affecting the development of AAB during the winemaking process are 
the  pH  of  grape must  and wine  (5‐6.5  are  the  optimum),  the  temperature  (25‐30  °C  are  the 
optimum), the SO2 and ethanol concentration, and the dissolved oxygen in the media (Drysdale and 
Fleet, 1988; Ribéreau‐Gayon et al., 2006a). 
On  ripe grape,  the AAB population varies greatly according  to grape health. On healthy 
































musts can  lead  incomplete AF, which  is caused by an AAB/yeast  interaction (Drysdale and Fleet, 
1989). 





like  aroma.  Other  microorganisms  in  wine,  such  as  yeasts  and  LAB  can  produce  acetic  acid, 










ethyl acetate. These wines are often  considered  to be oxidized with a decrease  in  fruity aroma 
(Bartowsky and Henschke, 2008). 




In  addition  to  the  organoleptic  changes  caused  by  the  production  of  undesirable 
metabolites, AAB can also cause physical alterations of the wines by polysaccharides production. 
























phenotypic  characteristics  of microbes  comprise morphological,  physiological,  and  biochemical 
features  (Fugelsang  and  Edwards, 2007; Vandamme  et  al., 1996). Nevertheless,  these methods 
show unfortunate limitations, as certain microbes have the capability of altering their phenotypic 
characteristics  due  to  environmental  changes  or  genetic mutations.  Additional  weaknesses  of 
phenotypic methods include poor reproducibility, ambiguity of some techniques, extensive logistics 
for large‐scale investigations, and poor discriminatory power (Temmerman et al., 2004). 






diversity  (Ivey  and  Phister,  2011;  Juste  et  al.,  2008).  In  wine  industry,  the molecular  biology 
revolution has brought forth significant new advances with application in microbiological analysis 
during wine production and storage (Mills et al., 2008). 


















Polymorphism  qPCR,  Quantitative  PCR;  LAMP,  Loop‐Mediated  Isothermal  Amplification;  ARDRA, 
Amplified  Ribosomal  DNA  Restriction  Analysis;  RAPD,  Random  Amplified  Polymorphic  DNA;  PFGE, 
Pulse‐Field Gel  Electrophoresis; AFLP,  Amplified  Fragment  Length  Polymorphism;  RFLP,  Restriction 
Fragment Length Polymorphism of mitochondrial DNA (adapted from Ivey and Phister (2011)). 
 
In  general,  direct  methods  have  two  major  advantages  over  traditional  and  indirect 




















speed,  cost,  sensitivity,  and whether  they  are directed  toward  community profiling or  targeted 
analysis (Bokulich, Bamforth, et al., 2012). In wine fermentation research and industry, several direct 




some  cases,  quantify  yeasts  and  bacteria.  FISH  and  FCM  are  considered  DNA 




























to  structural  and/or  functional  cell  parameters.  Scattering  signals  are  related  to  intrinsic  cell 
parameters  (size, shape) since they are obtained without having to stain the sample. The use of 
fluorochromes in single or multiple analysis supplies additional information about cell structure or 






FCM  has  been  used  in  the wine  industry  to  simultaneous  detection  of O.  oeni  and  S. 
cerevisiae (Rodriguez and Thornton, 2008), to detect total yeasts (Bruetschy et al., 1994), to assess 
the membrane activity of ethanol‐stressed O. oeni (Silveira et al., 2002), among other applications. 







single  cell  level,  and  in  the  ability  to  obtain  information  about  their  distribution  within  cell 
populations. Since measurements rates of 1000 to 25000 cells/second can be achieved (depending 
on the  instrument),  flow cytometric data sets often  represent 10000  to 500000 cells  for a given 
population. This  leads to the relatively straight‐forward acquisition of statically significant results 
(Davey, 2002). However, this method has disadvantages, as the high cost of the equipment, the lack 






PCR  radically  transformed  biological  science  from  the  time  it was  discovered  by Mullis 
(1990), who explained that it “lets you pick the piece of DNA you’re interested in and have as much 
of it as you want”. PCR uses a thermostable DNA polymerase (Taq polymerase) to amplify genomic 









methods,  other  endpoint  PCR  approaches,  as  multiplex  PCR  and  two‐step  PCR  (nested‐PCR) 
(González et al., 2006;  Ibeas et al., 1996;  López et al., 2003; Marcobal et al., 2005), have been 
developed for several wine yeasts and bacteria. In a multiplex PCR, more than one target sequence 
can be amplified by using multiple primers  in a  reaction mixture, saving  time and efforts  in  the 







The  two  major  limitations  of  using  PCR  for  detection  are  that  it  is  qualitative,  not 





approaches are attractive as  they enable detection of  individual  species, as well  as,  the overall 
profiling of community structure changes with time. DGGE is based on separation of DNA fragments 
of  the  same  length  (previously  amplified  by  PCR),  but with  different  base‐pair  sequences,  by 
polyacrylamide  gels  containing  a  linearly  increasing  gradient  of  denaturants  such  as  urea  and 
formaldehyde.  Double‐stranded  DNA  (dsDNA)  will  partially  separate,  arresting  electrophoretic 
mobility once it reaches the point along the chemical gradient at which the least stable section of 
the DNA becomes denatured. Thus, fragments differing in just a single nucleotide will stop migrating 
at  different  concentrations  of  denaturant.  For  identification,  the  separated  fragments  can  be 
excised  for  further analysis, often DNA  sequencing, or  compared  to a DNA  ladder made of PCR 
















TRFLP  is a high‐throughput  technique originally developed  for assessing  the diversity of 
complex bacterial communities, and for rapidly comparing the community structure and diversity 





approximation  of  fluorescently  labelled  “terminal”  fragments  via  comparison  to  a  fluorescent 
molecular marker (usually  labelled with a different fluorophore dye to distinguish  it from sample 
peaks). Variation  in  the presence and  location of cutting sites  results  in different species having 
terminal fragments of different lengths. Fragment sizes are analysed, true peaks are filtered from 
noise,  and  these  are  compared with  a database  of  target  sequences digested by  each  enzyme 
(Bokulich, Bamforth, et al., 2012). 
TRFLP  has  been  applied  to  characterize  the  yeast  ecology  of  sweet,  botrytized  wine 
fermentations (Bokulich, Hwang, et al., 2012), and for detection and differentiation of species of 
LAB and Bacilli in wine and beer (Bokulich and Mills, 2012). 
This method  can  be  considered  a  compromise  between  speed  and  specificity  of  data, 
making  it an attractive option  for the analysis of mixed microbial systems with  low to moderate 
diversity. Nevertheless, some microorganisms present in a given sample may not be represented in 
the database consulted and thus cannot be identified, and some minor organisms may be entirely 
undetected.  Additionally,  because  electrophoretic  mobility  is  a  function  of  molecular  weight, 













fluorescent,  reversible  terminator  nucleotides  incorporated  in  growing  sequence.  The  454  Life 
Sciences pyrosequencing relies on nuclease base incorporation detection via pyrophosphate release 
and  luciferase  activity,  facilitate  simultaneous  sequencing  and  enumeration  of  ever  amplified 
transcript in a mixed sample. Thus, generating multimillion sequence libraries from variable regions 
amplicons enables characterization of the complete microbiome in a given sample. Comparing with 








characterization  of  the microbial  communities.  In wine,  for  example,  there  are many  desired 
microbial functions, mainly related to AF and MLF, and diversity of genes related to those functions 
may  influence winemaking more  than  just  taxonomic diversity. Alternatively,  the metagenomics 
approach, sequencing would also reveal functional genes in addition to rRNA genes, allowing more 
comprehensive  genomic  and  functional  representation  through  whole‐genome  sequencing  of 
complete  communities.  Similarly,  the  metatranscriptomics  approach,  by  massively  parallel 
sequencing of cDNA transcripts from sum RNA in a sample, revealing a powerful technology for the 









































molecules  in  the  reaction.  Excitation  of DNA‐bound  fluorescent dye produces  a much  stronger 
fluorescent signal compared to unbound dye. For this reason, an increase in the fluorescence signal 
occurs  during  polymerization  and  this  decreases  when  DNA  is  denatured.  Fluorescent 





























fluorophores.  Therefore,  the  PCR‐product  distance  change  in  the  distance  between  the 












































Figure  7‐  Fluorophore‐labelled  oligonucleotide  probes  for  sequence‐specific  detection.  (A) 
Hybridization probe, (B) TaqMan probe. The grey cycle  indicates de Taq polymerase hydrolysing the 












the  change  in  fluorescence  observed  when  individual  dsDNA  amplicons  with  incorporate  dye 
dissociate, or “melt” into single‐strand DNA as the temperature of the reaction is raised. When the 









Nevertheless,  TaqMan  probes  and  scorpion  primers  cannot  be  used  for melting  curve  analysis 
because by TaqMan probes the signal generation depends on the hydrolysis of the probe, and by 
scorpion primer, the probe is integrated into the PCR products (Wilhelm and Pingoud, 2003). 





results  and  does  not  require  post‐amplification  manipulation,  hence  limiting  the  risk  of 
contamination  (Caraguel  et  al.,  2011;  Postollec  et  al.,  2011; Wilhelm  and  Pingoud,  2003),  and 
reducing the associated costs. 










and non‐viable microbes  (Elizaquível et al., 2013;  Ivey and Phister, 2011;  Luo et al., 2010). This 
















during  sampling handling and  storage,  giving  false negative  results. These  factors make RT‐PCR 
somewhat impractical for a commercial food application (Elizaquível et al., 2013; Hanna et al., 2005). 
A  solution  to  differentiate  between  live  and  dead  cells  could  be  the  use  of  chemicals 
(Andorrà et al., 2010). The strategy relies on the use of DNA‐binding molecules such as propidium 
monoazide  (PMA) or ethidium monoazide  (EMA) as sample pre‐treatment previous  to  the qPCR 
(PMA/EMA‐qPCR) (Elizaquível et al., 2013; Nocker and Camper, 2009; Zeng et al., 2016). 
PMA  and  EMA  are  two  DNA‐intercalating  dyes  that  penetrate  only  dead  cells  with 
compromised membrane  integrity, whereas  the  intact membranes of  viable  cells would pose  a 





to strong visible  light. The photoreactive azide group on  the dye  is converted  to a high  reactive 
nitrene radical upon photolysis. The nitrene radical reacts with any organic molecule in its proximity 
including the bound DNA to form a stable covalent nitrogen‐carbon bond, thus resulting in cross‐
linked DNA  strands. At  the  same  time, when  the  cross‐linking occurs,  the unbound dye, which 
remains  free  in  solution,  is  simultaneously  inactivated  by  reacting  with  water molecules.  The 
























neutralized;  therefore only DNA  from  live cells will be detected. PMAxx  is a new and  improved 











































Figure  9‐  Primers  design  of  the  LAMP  reaction.  B,  backward  sequence;  c,  complementary  DNA 
sequence; F, forward sequence (adapted from Santos (2011)). 
 
The mechanism of  the  LAMP  amplification  reaction  includes  three  steps: production of 








form a  looped out structure at one end. This single‐stranded DNA serves as a  template  for BIP‐
initiated DNA synthesis and subsequent B3‐primed strand displacement DNA synthesis (structure 
5), leading to the production of a dumbbell form DNA (structure 6). This structure then serves as 
the  starting material  for  the  second  stage  of  the  LAMP  reaction  (cycling  amplification), which 
proceeds with the participation of the two  inner primers only (Notomi et al., 2000; Parida et al., 
2008; Tomita et al., 2008). 
To  initiate cycling amplification  (Figure 10B), the starting structure  is converted to stem‐
loop DNA by self‐primed DNA synthesis (F1 region), then FIP hybridizes to the loop in the stem‐loop 
DNA  (F2c  region) and primes strand displacement DNA synthesis  (structure 7). Subsequent self‐
primed strand displacement DNA synthesis  (structure 8) yields one complementary structure of 







































eye endpoint monitoring,  gel electrophoresis,  real‐time  turbidity,  real‐time  fluorescence,  lateral 
flow dipstick (LFD), and other simpler techniques can be used for monitoring LAMP reaction (Kumar 
et al., 2017; Niessen, 2015; Zhang et al., 2014). 







not  require  additional  costly  specialized  equipment.  Furthermore,  there  is  no  risk  of  cross‐
contamination of  amplicons because  the  contents of  the  reaction  tube  are not exposed  to  the 





colour  change of  the dye,  and under UV  light  the  fluorescence  intensity  increases  (Figure 11B) 
(Parida et al., 2008; Saharan et al., 2014; Tomita et al., 2008). At present, several fluorescent dyes 
as SYBR Green, ethidium bromide, Quan‐iT PicoGreen (Niessen, 2015; Zhang et al., 2014), SYTO‐9, 
YOPRO1  (Niessen, 2015), and GeneFinder  (Zhang et al., 2014), have been applied  for qualitative 









Naked  eye monitoring  employing  colorimetric  indicators.  Another  class  of  naked  eye 
methods  utilizes  indirect  colorimetric  indicators.  Calcein  and  hydroxyl  naphthol  blue  are  two 
examples of colorimetric  indicators  (Niessen, 2015; Zhang et al., 2014). Regarding calcein,  it  is a 
metal  indicator that yields strong fluorescence by forming complexes with divalent metallic  ions, 
such  as  calcium  and magnesium  (Tomita  et  al., 2008). Before  the  LAMP  amplification  reaction, 
calcein molecules combine with manganous ions, quenching fluorescence. At this stage, the LAMP 
reaction solution appears orange. As the LAMP reaction proceeds  in the presence of target DNA, 







(Niessen, 2015;  Saharan et al., 2014;  Zhang et al., 2014).  From  these  features,  the presence of 
fluorescence can indicate the presence of target DNA and visual detection can be achieved without 





reproducible  ladder‐like pattern  (Figure 11D)  (Niessen, 2015;  Zhang et  al., 2014). The obtained 
LAMP products can size  from a few hundred bp up to several kilobases forming a smear of high 
molecular weight DNA (Niessen, 2015). Due to a massive production of DNA during LAMP, the risk 











Figure  11‐Endpoint  monitoring  of  LAMP  amplification.  (A)  naked  eye  monitoring  by  observing 
precipitate  (turbidity)  (adapted  from(Mori and Notomi, 2009),  (B) naked eye monitoring, employing 
DNA‐binding dyes  (SYBR Green  I) under natural and UV  light  (adapted  from(Parida et al., 2006),  (C) 
naked eye monitoring employing colorimetric indicators (calcein), under natural and UV light (adapted 
from(Tomita  et  al.,  2008),  (D)  gel  electrophoresis  (adapted  from  Zhou  et  al.  (2014)).  +,  positive;  ‐ 
negative; M, DNA ladder. 
 
Measurement  of  turbidity,  fluorescence,  or  ion  concentration,  can  be  performed  in  a 
quantitative real‐time format: quantitative LAMP (qLAMP). 
Real‐time  turbidity.  The  turbidity  which  occurs  upon  precipitation  of  magnesium 
pyrophosphate was found to be proportional to the concentration of template DNA initially present 
in a LAMP reaction. As a consequence, the turbidity change during amplification can be monitored 
in  real‐time with optical  instruments,  including  turbidimeters and spectrophotometers  (Niessen, 











the LAMP reaction  in real‐time.  In contrast to qPCR where DNA amplification  is a function of the 
number of Ct, in qLAMP reaction, the biosynthesis of DNA is a continuous process and therefore, 
DNA  amplification  is  a  function  of  incubation  time  rather  than  cycle  number.  Therefore,  the 













hybridization  to  a  fluorescein  isothiocyanate  (FITC)‐labelled DNA probe  complexed with  a  gold‐



















et  al.,  2014).  Thus,  it  is  a  competitive  candidate  for  qualitative  tests  as  an  endpoint  format. 
Nevertheless, the preparation of the strips is not only time‐consuming but also costly. 
 





PCR‐based methods  are widely used,  it  requires  a  thermocycler  to  carry  the DNA  amplification 
through  specific  temperature phases and,  in some cases,  the  result needs  to  further analyse by 
electrophoresis.  Moreover,  in  PCR‐based  methods,  most  of  the  time  is  passed  increasing  or 
decreasing  temperatures or  incubating  at  temperatures not  suitable  for polymerization of DNA 








with six binding sites must hybridize correctly  to  their  target sequence before DNA biosynthesis 
occurs. LAMP is highly sensitive as small quantities of a gene can be amplified within a short time. 
Besides that, it seems not to be affected by the presence of non‐target DNA in samples. The high 
amplification  efficiency  of  LAMP  is  attributed  to  no  time  loss  of  thermal  change,  and  DNA  is 
amplified  109‐fold  in  15‐60  min.  In  addition,  both  amplification  and  detection  gene  can  be 
completed in a single step (Notomi et al., 2015; Notomi et al., 2000; Parida et al., 2008; Saharan et 
al., 2014; Zhang et al., 2014). Furthermore, the LAMP reaction can be implemented even when the 
DNA extraction  is eliminated,  thus greatly  reducing  the overall assay  time and  the  reaction cost 
(Dugan et al., 2012; Hill et al., 2008; Poon et al., 2006). 
Another  feature  that  contributes  to  the  simplicity  and  efficiency  of  the method  is  the 
availability  of  primer  design  support  software  as  Primer‐Explorer  (Eiken,  1999‐2005),  or  LAMP 
Designer (OptiGene, 2017), which facilitate the design of appropriate primers. Proper primer design 
is  crucial  for  performing  LAMP  amplification,  and with  these  softwares,  candidate  primer  sets 
specific to the input target sequence can be automatically produced. 
This method can also be used for RNA target, as it is able to amplify, with high efficiency, 
























immunoglobin  G,  etc.)  food  constituents  and  environmental  compounds  such  as  organic  and 
phenolic compounds (bile salts, urea, polysaccharides, phenol, ethanol, etc), glycogen, humic acids, 
tannic acids, and heavy metals. Other more widespread inhibitors include constituents of bacterial 
cells,  non–target  DNA,  and  contaminants  (Schrader  et  al.,  2012;  Wilson,  1997).  The  major 
consequence of a partial or total inhibition of the amplification is a decreased sensitivity or false‐
negative results (Schrader et al., 2012). 





DNA  extraction  is  usually  affected  by  factors  such  as  incomplete  cells  lysis, DNA  sorption  to  a 
particular material, coextraction of enzymatic inhibitors, and degradation or damage of DNA (Miller 
et al., 1999). Despite wine  inhibitors can  lead a poor DNA extraction,  it  is  important  taking  into 

































during  winemaking  process  are  desired.  Recent  advances  in  molecular  biotechnology  have 
introduced  an  array  of  powerful  techniques  for  studying  the  microbial  ecology  of  beverage 
fermentations. Nevertheless, most of the newly developed molecular methods are time‐consuming, 
and require expensive reagents and equipment, limiting their use in wineries. Moreover, almost all 





















































































Glucose (Panreac)      20 g/L 






Tryptone (Panreac)      10 g/L 
Yeast extract (Pronadisa)    5 g/L 
Glucose (Panreac)      10 g/L 
Fructose (Scharlau)       5 g/L 
MgS04.7H2O (Panreac)      0.2 g/L 
MnSO4 .H2O (Panreac)      0.05 g/L 
Diamonic citrate (Panreac)    3.5 g/L 
L‐Cysteine (Merck)      0.5 g/L 
Tween 80 (Fisher Chemical)    1 mL 
Tomato juice extracta       300 mL 














MRS Broth (Scharlau)      52 g/L  
L‐Cysteine (Merck)      0.5 g/L  


























































































c) Cell  suspensions  from  red grape must and  red wine:  the pellet was washed with milliU 
water, next with 10% TEN buffer  supplemented with Polyvidone 25  (PVP)(2% w/v)  (Merck, 































































them  from  culture  medium.  For  this  purpose,  cell  suspensions  of  each  species,  with  a  final 


























































carried  out  in  a Mastercycle  Personal  5332  (Eppendorf)  under  the  PCR  conditions  previously 
described by Vendrame et al.  (2013),  and  that are  shown  in  Figure 13. Negative  controls were 
included at all times. Negative controls were included at all times. 
 





































































twice with milliU water. A posteriori, each  sample was  subjected  to  amplification with  species‐
specific primers of B. bruxellensis, S. cerevisiae, Z. bailii, L. plantarum and O. oeni, and with general 
yeast and AAB primers. Nevertheless, for yeasts and L. plantarum detection and quantification, the 



























All  the  statistical  analyses  were  performed  with  version  5.00  of  the  GraphPad  Prism 
software  (California, USA). To determine  the significant differences between extracted DNA and 
whole  cells  quantification,  standard  curve  efficiencies  were  analysed  by  Student´s  t‐test.  To 









the  general  primers  specificity  on  qPCR  standard  curves  construction.  The  statistical  degree  of 
significance was set at a P value of < 0.05. 
 







were  treated with  PEMAX, washed  twice with milliU water,  and  subsequently,  the  cells were 
mechanically  lysed. After  that, qPCR amplifications with 10 µL of  sample volume, with  selected 
primers were performed, in independent experiments, using both viable and dead cell suspensions.  




A  20 mM  solution  of  PEMAXTM  (GenIUL)  in  20%  (v/v)  dimethyl  sulfoxide  (Panreac) was 
prepared  and  stored  in  the  dark  at  ‐20  °C.  To  assay  the  suitable  concentration  of  PEMAX  to 
distinguish between viable and dead cells, both viable and dead cell suspensions of each species 












































3.5.4. Total  cells  detection  by  LAMP,  and  total  cells  quantification  by 
quantitative LAMP 




































reactions were performed with  the six primers  in  the same experiment. Both of  them used  the 
bacterial and yeast species from CECT collection listed in Table 7. DNA samples from all species were 
































































The qLAMP  reactions were  carried out  in a  total volume of 25 µL. Two different model 









(Figure  17).  During  the  amplification,  the  fluorescence  data  were  obtained  on  the 
6‐carboxyfluorescein (FAM) channel (excitation at 450‐495 nm and detection at 510‐527 nm). The 

































4.2  Development  of  a  PMA‐qPCR Method  for  Direct  Viable  Cells  Detection  and Quantification 
(PMA‐Cells‐qPCR) 
4.3 Development of a LAMP Method for Direct Total Cells Detection (Cells‐LAMP) 
















Firstly,  in  order  to  evaluate  the  applicability  of DNA  amplification  directly  from  cells,  a 
conventional PCR assay was applied by comparing PCR amplifications  from cell suspensions and 
from  the DNA extracted  from  the  same cell  suspensions. The assay was applied  for all  selected 
primers. S. cerevisiae and A. aceti were the selected species for total cells detection with general 

















cell concentration were  subjected  to qPCR with  specific primers  in  independent experiments  to 
obtain amplification curves. The results were reported as Ct versus RFU. For the DNA extractions, 
the assay was linear over seven orders of magnitude for all the tested species, with a correlation 
coefficient  (R2)  higher  than  0.99.  Regarding  whole  cells,  the  assay  showed  different  levels  of 









In  spite  of  the  low  LoQ  observed  for  whole  cells,  the  Tm  obtained  for  these  cell 





















(Figure  21).  For  B.  bruxellensis  and  L.  plantarum,  the  assay  recorded  a  10‐fold  lower  LoQ  (104 
cells/mL), which  corresponded  to  100  cells  per  reaction  tube.  Nevertheless,  the  L.  plantarum 








106  cells/reaction  tube),  B.  bruxellensis  (104‐107  cells/mL=102‐105  cells/reaction  tube)  and  S. 



























All  the obtained Cells‐qPCR  standard  curves  showed  a  good R2  (>  0.99),  and  the minor 
standard  errors  among  the  repetitions  revealed  that  the  assays were  reproducible  and  robust. 












DNA with a  sample  volume of 2 µL  (■) qPCR  comparison  from  the 10‐fold  serial dilutions of  (A) B. 















































Figure  24‐  Standard  curves  obtained  by  Cells‐qPCR  from  the  10‐fold  serial  dilutions  of  (A)  B. 
bruxellensis (●), S. cerevisiae (■), (B) L. plantarum (▼), O. oeni (x), and (C) A. aceti (◊), G. oxydans (○) 








































































Table 8‐ Correlation  coefficients  (R2),  slopes,  coefficients of efficiency  (E), and quantification  limits 




















B. bruxellensis  1.043  1.148  2.415  < 0.05 
S. cerevisiae  1.076  1.257  2.530  < 0.05 
L. plantarum  1.095  1.185  1.349  > 0.05 
O. oeni  1.096  1.030  0.926  > 0.05 
A. aceti  1.096  1.110  0.313  > 0.05 




For  the  detection  and  quantification  of  O.  oeni  and  AAB,  linearity  was  obtained  with 
populations between  102  and  108  cells/mL  from both  extracted DNA  and whole  cells  in  all  the 
matrices  (culture medium, white and  red grape musts and wines). These  results were similar or 



































ethanol,  polyphenols,  tannins,  and  polysaccharides,  being  efficiently  removed  in  white  grape 
must/wine,  and  in  red  grape must/wine  by  prior  cell washes with  TEN  buffer  and  TEN  buffer 
supplemented with PVP, respectively. Despite this, the effect of the matrix on cell quantification’s 
ability  by  Cells‐qPCR was  evaluated,  comparing  both  the  standard  curves  and  the  efficiencies 
obtained  for  each matrix  (culture medium, white/red  grape must  and white/red wine)  in  each 
species. Standard curves comparisons showed that the results are very similar between matrices, 

















species  (103,  105,  107  cells/mL) were  combined  in  red wine  as mixed  cultures with  a  fixed  cell 







respectively.  For O.  oeni,  the  non‐target  yeast  and  LAB were  B.  bruxellensis  and  L.  plantarum, 
respectively. A control with no non target microorganisms was always employed. The results were 





oxydans  (Figure  28).  These  results  suggest  that  the  presence  of  other  non‐target  wine 
microorganisms in the sample does not significantly affect the specificity of the Cells‐qPCR assay at 




























































suspensions were subjected,  in  independent experiments,  to Cells‐qPCR quantification using  the 
corresponding species‐specific primer set. When comparing the Ct values obtained by the whole cell 
and lysed cell amplifications of L. plantarum, the results showed that the Cts obtained by the lysed 
cells  were  higher  and  lower  than  they  were  for  high  and  low  concentrations  of  whole  cells, 
respectively, being not possible discriminate different cells concentrations (Figure 30A). Regarding 
O. oeni amplifications, the results showed that the Ct values obtained by the lysed cells were, for all 





















subjected,  in  independent  experiments,  to  Cells‐qPCR  amplifications  using  the  corresponding 
species‐specific primer set.  



































Moreover,  the obtained LoQs were  the same  for both whole and  lysed cells, but  the Ct 
























































































(LoQ) of  the standard curves obtained  from different concentrations of  the mechanically  lysed cells 
from B. bruxellensis, S. cerevisiae, Z. bailii, and L. plantarum species in culture media, and in white and 
red musts and winesa. 
Microorganism  Matrix  R2  Slope  Eb  LoQ (cells/mL) 
B. bruxellensis 
Culture medium  0.991 ± 0.001  ‐3.080 ± 0.070  1.113 ± 0.036 
102‐107 
White must  0.997 ± 0.001  ‐3.110 ± 0.047  1.097 ± 0.023 
Red must  0.993 ± 0.005  ‐3.130 ± 0.076  1.088 ± 0.037 
White wine  0.997 ± 0.001  ‐3.044 ± 0.047  1.131 ± 0.025 
Red wine  0.991 ± 0.006  ‐3.188 ± 0.060  1.060 ± 0.028 
S. cerevisiae 
Culture medium  0.992 ± 0.005  ‐3.316 ± 0.040  1.003 ± 0.040 
White must  0.997 ± 0.001  ‐3.345 ± 0.044  0.991 ± 0.018 
Red must  0.995 ± 0.003  ‐3.272 ± 0.056  1.022 ± 0.024 
White wine  0.994 ± 0.001  ‐3.346 ± 0.034  0.990 ± 0.014 
Red wine  0.991 ± 0.002  ‐3.296 ± 0.023  1.011 ± 0.010 
Z. bailii 
Culture medium  0.996 ± 0.005  ‐3.165 ± 0.066  1.071 ± 0.031 
102‐106 
 
White must  0.989 ± 0.005  ‐3.162 ± 0.056  1.072 ± 0.027 
Red must  0.997 ± 0.002  ‐3.252 ± 0.055  1.031 ± 0.025 
White wine  0.990 ± 0.005  ‐3.228 ± 0.073  1.042 ± 0.033 
Red wine  0.994 ± 0.001  ‐3.313 ± 0.067  1.005 ± 0.028 
L. plantarum 
Culture medium  0.988 ± 0.006  ‐3.074 ± 0.051  1.115 ± 0.026 
102‐108 
 
White must  0.996 ± 0.002  ‐3.045 ± 0.039  1.131 ± 0.020 
Red must  0.994 ±0.001  ‐3.003  ± 0.019  1.153 ± 0.011 
White wine  0.993 ±0.003  ‐3.108 ± 0.044  1.098 ± 0.022 




Next,  both  the  standard  curves  and  the  E  obtained  for  each matrix  (culture medium, 



























test.  The obtained  results  showed  that  the presence of  the non‐target  yeasts  and  LAB did  not 



























extrapolated  to  the corresponding standard curve with whole or mechanically  lysed cells;  i.e., a 
standard curve constructed using as matrix the positive sample previously sterilised by filtration. 
Yeasts 
For  total  yeasts  and  S.  cerevisiae quantification, with  general  yeast primer  and  species‐
specific primer, respectively, standard curves were constructed for all the sampling days of the three 
spontaneous wine fermentations. Regarding total yeasts, two standard curves were constructed per 
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Garnacha
0 0.993 ‐3.351 0.988 
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could  be  another  possible  explanation  for  the  lack  of  correlation  between  both methods.  As 
suggested by Gyu‐Sung et al. (2011), viable, but non‐culturable cells, which may have developed 
during incubation in this hostile environment, may still have been quantified by Cells‐qPCR, but not 
0 4 12 28
A B C











(t=0)  sampling  stage  of  the  Cabernet  Sauvignon  and  Garnacha  wine  fermentations.  After  the 
sampling grape must stage, all the fermentations were sulphited, which could be why Z. bailii was 











Figure  40‐  Agarose  gel  electrophoresis  of  conventional  PCR  amplification  of  total  yeasts,  B. 
bruxellensis,  S.  cerevisiae,  and  Z.  bailii  during  spontaneous  wine  fermentations  of  (A)  Cabernet 

























































































Figure  42‐  Malic  acid  (●)  consumption,  and  lactic  acid  (■)  formation  during  spontaneous  wine 
fermentations of (A) Cabernet Sauvignon, (B) Garnacha, and (C) Merlot grape varieties. 
 




plantarum. Moreover, both  for Cabernet Sauvignon and Garnacha wine  fermentations,  the total 























































































qPCR were  evaluated  for  all  these  variables.  For  this  purpose,  the  standard  curves  efficiencies 
obtained for the three natural wine fermentations (Table 11) were compared. For both total yeasts 
and S. cerevisiae counts, a one‐way analysis of variance and Tukey´s post test were performed by 
comparing  all  the  efficiencies  obtained  among  the  three  wine  fermentations.  No  significant 
differences were observed among wine fermentations (ρ value >0.05), which demonstrates that the 
assay  is  reproducible and  robust even with different  types of wine, which proves  that  chemical 

















4.1.14. General  primers  specificity  on  Cells‐qPCR  standard  curves 
construction 




concentration  of  1x106  cells/mL,  were  mixed  in  red  wine.  The  pure  cells  suspensions  of  B. 













Cells‐qPCR  assay with  both  general  primers  allow  the  detection  and  quantification  of  different 
yeasts and AAB species  in  red wine, and with  the same sensitivity and specificity. Moreover, no 
significant differences were observed when comparing the Ct values of the three standard curves 
obtained by the pure cells suspensions, and the Ct values obtained by mixed species (ρ value >0.05). 



















4.2. Development  of  a  PMA‐qPCR Method  for  Direct  Viable  Cells 
Detection and Quantification (PMA‐Cells‐qPCR) 
 





















cell  lysis,  all  cell  suspensions  were  submitted  to  PMA‐Cells‐qPCR  reaction,  in  independent 
experiments. 











Figure  47‐  Effect of  PEMAX  concentration  on  PMA‐Cells‐qPCR  signals of  viable/dead  cells of  (A) B. 







































were  found, showing  that  these PEMAX concentrations do not affect amplification of DNA  from 
viable cells. 
Regarding O.  oeni  (Figure  47D),  the  small  variation  observed  of  dead  cells  ΔCt  can  be 
explained both by the high Ct values (Ct ≥28) and the lack of specific melt peak (Figure 48) obtained 










viable  cells. When  the  PEMAX  concentration  was  equal  or  lower  than  10  µM,  no  significant 











PEMAX  concentrations  are  lower  than  the  selected  by  other  authors  (Udomsil  et  al.,  2016; 



















































the LoQs  for both LAB species,  indicating that PMA‐Cells‐qPCR  leads 1  log sensitivity  loss  for the 
detection of L. plantarum and O. oeni cells when comparing with Cells‐qPCR (Figure 49C, D). 


















Figure  49‐  Standard  curves  obtained  by  PMA‐Cells‐qPCR  from  the  10‐fold  serial  dilutions  of  (A)  B. 
bruxellensis, (B) S. cerevisiae, (C) L. plantarum, and (D) O. oeni mechanically lysed viable (●) and dead 

























































suspensions.  This  experiment  was  carried  out  with  B.  bruxellensis  pure  cultures  from  culture 
medium. A 2.5‐microliter volume of extracted DNA and a 12.5‐microliter volume of whole  cells 








The  results  showed,  for  both DNA  and whole  cells,  the  presence  of  turbidity  by  direct 
observations of the reaction tubes (Figure 51A), proving that it is possible to do away with the DNA 
extraction  step  for  LAMP  amplification. Moreover,  these  results were  confirmed  resolving  the 




Figure  51‐  LAMP  amplifications  from DNA with  a  sample  volume of  2.5 µL,  and whole  cells with  a 
sample  volume  of  12.5  µL  of  B.  bruxellensis  pure  cultures.  (A) Direct  observation  of  turbidity,  (B) 
Agarose  gel  electrophoresis  of  amplified  products.  C‐,  negative  control;  L,  1  Kb  plus  DNA  Ladder 
(Invitrogen). 
 
Subsequently,  the  ability of  the Cells‐LAMP  assay  for direct detection of B.  bruxellensis 
whole cells in white/red grape musts and wines was evaluated. For this purpose, cells suspensions 
with  a  final  concentration  of  106  cells/mL  were  prepared,  in  all  of  the  different matrices,  in 
independent experiments. Two samples of B. bruxellensis cells suspensions from culture medium 
were  used  as  positive  controls.  After  wash,  all  cell  suspensions  were  subjected  to  LAMP 
amplification. The increased turbidity along with DNA amplification was observed in all the reaction 
tubes  as well  as,  ladder‐like  pattern  presence  by  agarose  gel  electrophoresis  of  the  respective 


































Figure  54‐  Agarose  gel  electrophoresis  of  conventional  PCR  amplification  from  extracted  DNA  of 
different yeasts and bacteria species. (A) Amplification with F3/B3 primers, and (B) amplification with 
FIP/BIP primers. 1, O. oeni; 2,  Lc. mesenteroides; 3,  L. plantarum; 4,  L. hilgardii; 5,  L. brevis; 6, Pd. 







Nevertheless,  in  LAMP  amplifications  with  the  six  primers  in  the  same  experiment, 
increased  turbidity  and  respective  ladder‐like pattern by  agarose  gel  electrophoresis were only 







































both matrices and using  the  same matrix as diluent. After  cells wash,  all  cell  suspensions were 

























Figure 58‐ Cells‐LAMP amplifications  from 10‐fold serial dilutions of O. oeni whole cells  in  (A) white 




In order  to decrease  the O. oeni LoD  in both matrices,  the effect of a previous cell wall 
mechanical  lysis  was  evaluated.  For  this,  the  assay  was  repeated  but  before  Cells‐LAMP 
















from  the beginning of  the Cells‐LAMP  reaction. For  the detection of both  species,  the obtained 
results by observing  the  turbidity  at  the endpoint of  the  reaction were  in  accordance with  the 
obtained  by  agarose  gel  electrophoresis.  These  results  showed  that  turbidity  observation  is  a 
reliable method  to  visualize  Cells‐LAMP  amplifications  and  results  confirmation  by  agarose  gel 
electrophoresis  can  be  discarded.  Moreover,  agarose  gel  electrophoresis  requires  expensive 
laboratory  infrastructure  (electrophoresis equipment,  image capture system, etc.), and generally 
















cells/mL  were  prepared  in  culture media,  were  washed,  and  then  were  subjected  to  qLAMP 
amplification using SYBR Green I as a fluorescent dye, in independent experiments. 















































qLAMP.  (A)  relative  fluorescence  units  (RFU)  vs  time,  (B) melting  curves  analysis  of  the  amplified 
products. 
 















































curves were observed. Moreover,  a  good  correlation was observed between Tt of Cells‐qLAMP 
reaction and the O. oeni cells concentration (Table 15) suggesting that the amplification was reliable 































After  that,  the  sensitivity  of  the  SYTO‐9  fluorescence‐based  Cells‐qLAMP  to  detect  and 
quantify O. oeni cells was evaluated. For  the analysis, 10‐fold serial diluted cells  from 108 to 102 













































































 The  developed  methodologies  are  both  economic  and  fast,  with  high  sensitivity  and 
specificity. However, with the exception of the LAMP technique used for the detection of 
microorganisms,  the  acquisition  of  a  quantitative  PCR  apparatus  is  required.  These 
techniques are transferable to service companies in the wine sector and allow the obtention 


















células  totales  (Cells‐qPCR, Cells‐qLAMP), como de células viables y muertas  (PMA‐Cells‐
qPCR), directamente a partir de mostos y vinos. 
 
 Se han utilizado  sondas  específicas,  ya  descritas  en bibliografía o desarrolladas  en  este 
trabajo para detectar y cuantificar levaduras y bacterias acéticas totales propias del vino, y, 
en  concreto,  las  especies  más  importantes  en  la  vinificación  como  S.  cerevisiae,  L. 
plantarum, y O. oeni, así como las levaduras alterantes B. bruxellensis y Z. bailii. 
 










en  el  caso  de  los  vinos  tintos,  donde  se  encuentran  polifenoles  y  etanol,  descritos 

















 Las  metodologías  desarrolladas  son  económicas,  y  rápidas  y  presentan  una  elevada 
sensibilidad y especificidad. Sin embargo, se requiere la adquisición de un aparato de PCR 
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DB1LF1‐LoopF  AGTGAGAAGGAAATGACGC  5.8S rRNA  n.a 
O. oeni 
Loo‐F3  GATTTATTGGGCGTAAAGCG 
16S rRNA 
307 
Described in this work 
for the first time 
Loo‐B3  TGCTACGTCACTAGGAGG 
Loo‐FIP  TTCACCGCTACACATGGAGTTCCTCGGAACTGCATTGGAA 
212 
Loo‐BIP  GCGGCTTGCTAGATCGTAACTCTAATCCCGTTTGCTACCC 
Loo‐LoopF  GCCTCTATCGCACTCAAGTAA 
124 
Loo‐LoopB  GACGTTGAGGCTCGAAAGTA 
